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1. Inleiding 
Sulfonamiden worden aan voeders toegevoegd ter bestrijding van bac-
teriële infecties . Ook worden sulfonamiden toegepast met injecties. 
Via het slachtdier kunnen resten (residuen) terecht komen in produkten 
bestemd voor menselijke consumptie en zodoende schade aan de gezond-
heid veroorzaken. Het meest toegepaste sulfonamide is sulfadimidine 
(alternatieve namen: sulfamezathine, sulfadimerazine, sulfadimethyl-
pyrimidine = sulfamethazine). 
In verband met de mogelijke toxiciteit bij de mens is in de Verenigde 
Staten van Amerlka een tolerantie van 0,1 mg/kg voor sulfonamiden in 
produkten bestemd voor menselijke consumptie van kracht. 
In verband met de export naar o.a. Amerika is het ook voor Nederland 
van belang zich aan het 0,1 ppm (0,1 mg/kg) tolerantieniveau te 
houden hoewel een 1 ppm niveau door de Nederlandse Gezondheidsraad 
is voorgesteld. In verband met deze residutolerantie is getracht een 
analysemethode te ontwikkelen waarbij het mogelijk is sulfadimidine op 
een niveau van 0,1 mg/kg te bepalen. 
2 . Structuur en eigenschappen 
Sulfadimidine (c12H14N4o2s) is een wit tot geelachtig wit, geurloos en 
lichtgevoelige krisstallijn poeder met als structuurformule 
N -
< N: 
4-amino-N(4,6-dimethyl-2-pyrimidinyl)-benzeen-sulfonamide. 
De verbinding is slecht oplosbaar in water en diethylether, matig in 
alcohol en goed in aceton en heeft een smelttraject van 19r tot 
200°C. 
Sulfadimidine is in zowel zuur als alkalisch milieu oplosbaar; bij 
oplossing in verdunde natronloog wordt het navolgende zout gevormd . 
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Sulfadimidine kan in meerdere of mindere mate bictransformatiereacties 
ondergaan waarbij het voornaamste metaboliet het N4-acetylderivaat is. 
(4-acetamino-N-(4,6-dimethyl-2- pyrimidinyl)-benzeensulfonamide) . 
3. Beschikbare analysemethoden 
Uit literatuuronderzoek blijkt dat voor de bepaling van sulfadimidine 
in biologisch materiaal enige methodieken ter beschikking staan nl. 
- microbiologische methode 
- calorimetrische bepalingsmethode 
(Bratton-Marshall omzetting) 
- gaschromatografische methode 
- dunnelaagchromatografische methode 
- vloeistofchromatografische methode (HPLe). 
Er werd gekozen voor de vloeistofchromatografische techniek aangezien 
hierbij onder andere geen derivatiseringsreacties etc . te pas kwamen . 
Om de eenvoud en beschikbaarheid is uitgegaan van een !socratische 
HPLe- elutie met een UV-detektie bij 254 nm. 
Door het Rijksinstituut voor de Volksgezondheid is een uitgebreid 
literatuur- en praktijkonderzoek uitgevoerd met behulp van HPLe nl. 
- De bepaling van sulfadimidine in luncheonmeat en ham met behulp van 
vloeistofchromatografie (HPLe). 
Dr H.A.M . G. Vaessen en e.G . van de Kamp . September 1978, rapport 
no. 169/78 LeLO. 
Dit werd in eerste instantie gekozen als voornaamste richtlijn, maar 
na toepassing op diverse vleessoorten waarbij praktische problemen 
ontstonden bij de opl<Terkingsprocedure zoals emulsievorming, pH stap 
etc. werd overgegaan op de navolgende belangrijke literatuurartikelen 
voor het opzetten van de analysemethode : 
- Gas-Liquid ehromatographic Deterruination of Sulfamethazine in Swine 
and eattle Tissues. 
Auteurs: A.J . Manuel en W.A . Steller 
J. Assoc . Off. Anal. eheru. vol. 64, no . 4, 1981 pp 794-799. 
- Residuen van sulfonamiden in weefsels van mestvarkens aan welke via 
het voer sulfadioxine/trimethoprim l<Terd versterkt. 
Auteurs: H.W.B. Engel, F .M. van Leusden, H.A.M.G. Vaessen en 
e.G . van de Kamp 
Interim rapport no. 147814001 RIV-Bilthoven maart 1982. 
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4. Experimenten 
4.1.1 Extraktie 
Voor de extraktie uit materiaal en zuivering van het extrakt zijn 
beide publicaties vrijwel gelijk. Na veel experimenten met diverse 
vleessoorten \o~aarbij de juiste omstandigheden \o~erden bepaald is 
uiteindelijk gekozen voor de navolgende procedure: 
Sulfadimidine wordt uit het materiaal geextraheerd met behulp van een 
chloroform/aceton mengsel (1/1). 
De extraktoplossing wordt na toevoegen van verdund zoutzuur ingedampt 
totdat alle oplosmiddelen zijn verdwene n. 
De zoutzure waterige fase wordt geextraheerd met hexaan om vet te 
verwijderen. De zoutzure fase wordt hierna nogmaals gezuiverd door 
extraktie met chloroform . Hierna wordt de zoutzure fase gemengd met 
een verzadigde trinatriumcitraat oplossing en de pH op 5,60 gebracht. 
Deze waterige fase wordt enige malen geextraheerd met dichloormethaan 
waarbij de sulfadimidine overgaat in de dichloormethaanfase. De ver-
zamelde dichloormethaanfase \mrdt ingedampt en het residu \mrdt 
opgelost in HPLC eluens. 
4.1.2 HPLC omstandigheden 
Voor de !socratische HPLC e lutie is gekozen voor een Lichrosorb RP 18 
kolom met een alkalische eluens pH 7,7 welke bestaat uit een 12% 
oplossing van acetonitril in fosfaatbuffer van pH 7,70. 
Sulfadimidine lost hier goed in op en de retentietijd op genoemde 
kolom bedraagt 7- 8 minuten \o~aarbij geen storing van de matrix \o~erd 
ondervonden. 
De detectiegolflengte bij 254 nm is universeel en is op de meest een-
voudige ultravioletdetector voor HPLC aanwezig . 
4.2 Onderzoek van monsters 
Met de boven beschreven methode welke gedetailleerd staat ,.,eergegeven 
als intern analysevoorschrift in bijlage 1 werden een aantal monsters 
onderzocht op het gehalte aan sulfadimidine. 
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Hiertoe \olerden aan "blanco" monsters sulfadimidine toegevoegd op 
diverse niveau ' s en zodoende de recovery etc. bepaald. De ijklijn 
bleek een goede rechte te zijn met een correlatieco~ffici~nt van 
0,99976 . De gevonden resultaten waren als volgt: 
monstermateriaal toevoegi ng opbrengst 
kippevlees (borst vlees) 0 ppb I -
00 173 ppb I 79,6% I 
00 194 ppb I 81,0% I 00 388 ppb I 76,0% 
00 440 ppb I 81,0% 
varkensvlees ( hamlappen) 0 ppb I -
00 102 ppb 94,0% 
00 217,2 ppb 72 , 0% 
00 434 , 4 ppb 81,0% 
00 43'•, 4 ppb 74,0% 
varkenslever 0 ppb 69 , 9 ppb * 
217, 2 ppb 75,0% 
gemengd varkens/rundvlees 0 ppb -
( half om half gehakt) 
00 217,2 ppb 78,0% 
00 434,4 ppb 85 , 5% 
00 434,4 ppb 82,0% 
Uit de resultaten blijkt dat bij alle monsters meer dan 75% aan r eco-
very werd gevonden. 
* Varkens lever \oTelke "blanco" werd veronde rsteld bleek 69,9 ppb aan 
sulfadimidine te bevatten. De toevoeging werd hierop gecorrigeerd . 
Onderzoek met andere technieken zal noodzakelijk zijn om deze 
monsters als positief te kunnen identificeren . Onderzoek met GC/MS of 
dunnelaagchromatografie is misschien wenselijk. 
Chromatagrammen staan afgebeeld in bijlage 2. 
5. Bespreking en conclusie 
Uit de verkregen resultaten blijkt , dat diverse vleessoorten met de 
opgestelde anal ysemethode goed en reproduceerbaar te bepalen zijn. 
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Bijlage 1 
Bepaling van sulfadimidine in vlees met behulp van vloeistofchromato-
grafie (HPLC-methode) 
1. Doel en toepassingsgebied 
Het de methode kunnen residuen in varkens-, runder- en kippevlees lmr-
den bepaald als ook in de levers en nieren hiervan. De onderste grens 
van aantoonbaarheid bedraagt ca. 10 ppb. Het toepassingsniveau van de 
methode ligt tussen 20 ppb - 1 ppm l•laarbij het terugvindingapercentage 
ca. 75% bedraagt . 
2 . Principe 
Sulfadimidine wordt uit het materiaal ge~xtraheerd met behulp van een 
chloroform/aceton mengse l. 
Het extrakt wordt gezuiverd door vloeistof-vloeistof extraktie . 
Aansluitend lo~ordt een zure oplossing op pH 5,60 gebracht waarna een 
vloeistof- vloeistof extraktie met dichloormethaan volgt waarbij de 
sulfadimidine in de dichloormethaanfase overgaat. 
Na verdampen van de dichloormethaanfase wordt sulfadimidine in he t re-
sidu bepaald met behulp van !socratische "reversed phase " hogedruk-
vloeistofchromatografie met UV-detektie bij 254 nm. 
3. Reagentia 
Alle reagentia dienen van "pro analyse" kwaliteit te zijn of van een 
hogere kwaliteit indien ve rmeld. 
3.1 Ace ton (b.v. loferck art. 14). 
3.2 Chloroform (b.v. Herck art. 2445). 
3 . 3 Dichloorme thaan (b.v. Merck art. 6050). 
3. 4 Ace tonitril (Lichrosorb klo~ali teit, Herck art . 30) . 
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3 . 5 Hexaan (b . v. Merck art. 4367) . 
3.6 Zoutzuur, gec. (b.v. Merck art 317). 
3.7 Water, gedemineraliseerd. 
3.8 Zoutzout 1 N. 
Breng 8 rul zoutzuur (3. 6) in water (3 . 7) en vul aan tot 100 rul. 
3 . 9 Trinatriumcitraat 2 aq (b.v. Merck art. 6448) . 
3 . 10 Verzadigde trinatriumcitraatoplossing. 
Heng meer dan 72 g trinatriumcitraat 2 aq (3.9) in 100 ml water (3 . 7) . 
3 . 11 Natriumhydroxyde (b.v. Merck art. 6498). 
3 . 12 Natriumhydroxyde-oplossing 6 N. 
Los 24 g natriumhydroxyde (3.11) op in 100 ml water (3 . 7). 
3 . 13 Kaliumdiwaterstoffosfaat (b.v Herck art . 4873) . 
3 . 14 KaliummonmV"aterstoffosfaat (b.v. Herck 5104) . 
3 . 15 Natriumsulfaat, watervrij (b.v . Merck art. 6649). 
3 . 16 Stikstof , zuiver. 
3.17 Hillipore water . 
3 . 18 a-fosforzuur (b . v. Merck art. 573). 
3.19 1 Molair o-fosforzuuroplossing . 
Breng 5,73 ml a-fosforzuur (3.18) in Hater (3 . 7) en vul aan tot 100 
ml. 
3.20 Extraktiemiddel: meng gelijke volumedelen chloroform (3.2) en 
aceton (3.1) . 
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3.21 Glasvezelfilter GFA ~ 15 cm (\~hatman). 
3.22 Milliporefilters (0,20 ~m) Acrodisc 4192. 
3.23 HPLC eluens sulfadimidine. 
12% oplossing van acetonitril (3.4) in bufferoplossing pH 7,7. 
Los 6,89 g kaliumdiwaterstoffosfaat (3.13) en 8,79 g kaliummonowater-
stoffosfaat (3.14) op in 1 1 millipare water (3.17) en breng de pH met 
natriumhydroxyde-oplossing (3,12) op pH 7,70; gebruik een pH meter. 
Voeg toe 136,4 ml acetonitril (3.4) en meng het geheel . Filtreer door 
een 0,45 ~m filter. 
3.24 Sulfadimidine standaardstof. 
3.24.1 Sulfadimidine stamoplossing (oplossing A). 
Weeg 0,1 mg nauwkeurig ca 50 ~g standaardstof (3. 24) af in een 
100 ml maatkolf. 
Los op in acetonitril (3.4) vul aan en meng. 
3.24.2 Breng met een pipet 20,0 ml van de standaardoplossing in een 
100 ml maatkolf en vul aan met HPLC eluens (3.23) en meng (oplossing B). 
Breng van deze oplossing met een pipet 10,0 ml in een maatkolf en vul 
aan met eluens en meng (oplossing C). 
Breng respektievelijk met een pipet , 20,0 ml; 10,0 en 5,0 ml in afzon-
derlijke maatkolven van 50 ml, vul aan met eluens (oplossing D, E en 
F). De concentraties van de verkregen oplossingen zijn: 
B 100 ~g/ml, C 10 ~g/ml, D 4 ~g/ml, E 2 ~g/ml, F 1 ~g/ml. 
4. Apparatuur 
4.1 Vleesmolen (b.v. Moulinette). 
4.2 Ultra-Turrax met 18 N staaf. 
4.3 Rotatieverdamper (bad temp. 30°-40°C). 
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4 . 4 Hogedrukvloeistofchromatografische apparatuur bestaande uit: 
pomp, injektor, UV-detektor, recorder, integrator. 
4.5 HPLC-kolommen. 
voorkolom : Bondapak C18/Corasil 37-50 micron 
3,9 mm I.D. x 20 mm lengte 
hoofdkolom: Lichrosorb RP 18 5 micron 
4.6 mm I.D. x 15 cm lengte. 
4.6 Digitale pH meter. 
4. 7 Normaal laboratoriumglas\o~erk. 
5. Werkwijze 
5 . 1 Extraktie. 
Maal het materiaal goed fijn in een vleesmolen. Weeg hiervan 25,0 g af 
in een bekerglas van 250 ml (50,0 gindien het monster minder dan 0,1 
mg/kg aan sulfadimidine bevat) . 
Breng nu met een maatcylinder 100 ml extraktiemiddel (3.20) in het be-
kerglas en rnaeereer gedurende 1 minuut bij lage snelheid met een 
Ultra-Turrax en 2 minuten bij een hogere snelheid. Spoel hierna de 
Ultra- Turrax af met ca . 10 ml extraktiemiddel en filtreer de oplosmid-
delfase nu voorzichtig over een glasvezelfilter (3.21) in een 
indampkolf van 500 ml zodanig dat het vlees achterblijft in het 
bekerglas (gebruik een glazen roerstaaf). 
Voeg hierna met een maatcylinder 50 ml extraktiemiddel in het beker-
glas en extraheer als bovenstaand. 
Herhaal nadat ook deze extraktiefase is gefiltreerd het nogmaals met 
50 ml extraktiemiddel en breng dan de inhoud van het bekerglas nu ge-
heel op het filter . 
Spoel het filter etc. na met 25 ml extraktiemiddel. 
(Indien er vezels etc . door het filter zijn gegaan, filtreer de gehele 
extraktoplossing nogmaals door een nieuw glasvezelfilter .) 
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Voeg nu aan de verzamelde extraktoplossing 10,0 ml zoutzuur 1 N (3.8) 
toe en damp de organische fase af op een rotatieverdamper totdat alle 
organische oplosmiddelen net zijn verdwenen (niet droogdampen). 
5.2 Zuivering. 
Breng het waterig residu met 75 ml hexaan (3 . 5) in een scheitrechter 
van 250 ml. 
Breng 10,0 ml zoutzuur 1 N (3.8) in de indampkolf en zwenk de kolf 
enige malen en breng dit in de scheitrechter met 75 ml hexaan. 
Spoel het resterende residu nu met 2 porties van 5 ml aceton (3.1) 
kwantitatief in de scheitrechter. 
Sluit de scheitrechter af en schud het geheel gedurende 30 seconden . 
Laat de fasen minstens 10 minuten scheiden. 
Laat de onderste zure waterige fase af in een bekerglas van 150 ml en 
spoel de scheitrechter na met 2 ml water (3.7). 
Breng nu 10,0 ml zoutzuur 1 N in de indampkolf en zwenk enige malen 
(eventueel verwarmen op een kokend liTaterbad om alles van de wand los 
te krijgen) . 
Breng deze zure fraktie in de scheitrechter, sluit hem af en schud het 
geheel 30 seconden. 
Laat nadat de fasen 5 minuten zijn gescheiden de zure fase af in het 
bekerglas en spoel de scheitrechter na met 2 ml water . 
Breng nu 5,0 ml zoutzuur 1 N in de indampkolf, zwenk even en giet deze 
zuurfraktie in de scheitrechter. 
Sluit de scheitrechter af en schud gedurende 30 seconden, laat de 
fasen scheiden en breng de onderstaande zuurfase in het bekerglas en 
spoel de scheitrechter na met 2 ml water. 
Verwerp nu de hexaanfase en breng de verzamelde zuurfasen met behulp van 
10 ml chloroform (3.2) in de scheitrechter. 
Sluit de scheitrechter af en schud voorzichtig gedurende 30 seconden . 
Laat de fasen minstens 10 minuten scheiden en verwerp de onderstaande 
chloroformfase. 
Breng nu 10 ml chloroform in het bekerglas, zwenk enige malen en giet 
het geheel in de scheitrechter. 
Sluit de scheitrechter af en schud gedurende 30 seconden. Laat het 
geheel minstens 5 minuten scheiden en verwerp de onderstaande chloro-
formfase. Breng nu 5 ml chloroform in het bekerglas, zwenk even en 
giet dit in de scheitrechter. 
Sluit de scheitrechte r af en schud 30 seconden. Laat de fasen minstens 
5 minuten scheiden en verwerp dan de onderstaande chloroformfase. 
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Laat de zuurfase nu af in het bekerglas en spoel de scheitrechter na 
met 2 ml water . 
Breng 40 ml verzadigde trinatriumcitraatoplossing (3.10) in de schei-
trechter, sluit af en schud gedurende 10 seconden en laat dit eveneens 
af in het bekerglas . Stel de pH van de oplossing in het bekerglas in 
(roervlo inbrengen) op 5,60 met behulp van natriumhydroxide-oplossing 
6 N (3.12) en maak hierbij gebruik van een digitale pH meter en spoel 
de elektrode, na indompeling, af met enige ml's water. 
Breng de op pH 5,60 ingestelde oplossing kwantitatief in de 
scheitrechter van 250 ml met behulp van 30 ml dichloorruethaan (3.3) en 
schud het geheel gedurende 30 seconden. 
Laat de fasen minstens 10 minuten scheiden en filtreer de onderstaande 
organische fase door een trechter waarin zich een propje watten 
bevindt met daar bovenop ca . 5 g natriumsulfaat (3.15). 
Vang het filtraat op in een 100 ml erlenmeyer. 
Spoel de scheitrechter na met 5 ml dichloorrnethaan. 
Laat nu de waterige fase af in het bekerglas en controleer de pH op 
5,60 en stel eventueel bij met natriumhydroxyde-oplossing 6 N of 
a-fosforzuur 1 M. 
Breng de waterige, op pH 5, 60 ingestelde, oplossing met behulp van 
15 ml dichloorruethaan kwantitatief in de scheitrechter en sluit hem 
af. 
Schud nu gedurende 30 seconden en laat de fasen minstens 5 minuten 
scheiden . 
Laat de organische fase af in de erlenmeyer via de trechter met na-
triumsulfaat en spoel de scheitrechter na met 5 ml dichloormethaan. 
Controleer de pH nogmaals op 5.60 . 
Breng de waterige fase in de scheitrechter en schud nu nog 2 keer met 
telkens 15 ml dichloormethaan en laat steeds de organische fase af via 
de trechter met natriumsulfaat. 
Spoel de natriumsulfaatlaag met 2 porties van 5 ml dichloormethaan en 
damp in tot droog onder een stikstofstroom bij 30°-40°C en los het re-
sidu op in precies 2,0 ml HPLC eluens (3 . 23) (laat minstens 10 minuten 
staan en zwenk daarna even). Filtreer het geheel door een 0,2 ).Jm 
milliporefilter en injekteer in het HPLC systeem. 
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6 . Hogedrukvloeistofchromatografie 
Kolom Lichrosorb 5 RP 18 (4,6 mm ID x 15 cm lengte) . 
Eluens 12% acetonitril in bufferoplossing pH 7.70. 
Eluenssnelheid: 1,2 ml/min. 
Detectiegolf-
lengte UV 254 nm. 
Injektievolume: 50 ~1. 
Retentietijd > 6 min. 
7. Uitvoering 
Breng 50 ~1 van de verkregen monsteroplossing in het HPLC-systeem en 
vergelijk de sulfadimidinepiek met die, die met een van de standaard-
oplossingen (3.24 . 2) wordt verkregen. 
Bereken het gehalte in mg/kg aan sulfadimidine in het monster . 
8. Opmerkingen 
8.1 Alle chemicaliën dienen voor analyse gecontroleerd te worden op 
bruikbaarheid . 
8 . 2 Bij analyse van materiaal dient "blanco" materiaal geanalyseerd te 
~~orden ter vergelijking voor eventuele storingen etc. 
8 . 3 Het gebruik van een Omni-mixer met vrijstaande ratoras en 1 inch-
mes als extraktor, dient toegepast te worden indien het materiaal niet 
fijn genoeg is om behandeld te worden met een Ultra-Turrax. 
8 . 4 De recovery (terugvindingspercentage) kan men bepalen door aan 
blanco materiaal een zodanige hoeveelheid van de standaardoplossingen 
toe te voegen dat een gehalte van 100 ppb tot 1 ppm wordt verkregen. 
8 . 5 Eluens HPLC . 
Het eluens voldeed voor diverse vleessoorten . Het kan echter noodzake-
lijk zijn de samenstelling ervan aan te passen in verband met sto-
ringen. 
De concentratie van acetonitril of de pH dient dan iets te worden ge-
wijzigd voor optimale scheiding . 
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8.6 Kolom HPLC 
Men kan ook gebruik maken van een~ Bondapak C18 kolom (3,9 mm ID x 
30 cm lengte, 10 micron) van ~o/aters met dezelfde a nalyseomstandigheden 
als bij Lichrosorb RP 18. 
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